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(54) TiUe: METHOD FOR DETERMINING MICROBIAL CONTAMINATION 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DER MIKROBIELLEN KONTAMINATION 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for quantitatively and/or qualitatively determining the microbial contamination of suspensions, 
emulsions or dispersions containing minerals and/or pigments and/or fillers and/or fibrous materials, characterised in that one or more 
organic substances which can be decomposed by micro-organisms is added to a sample of the suspensions, emulsions or dispersions, the 
sample is mixed, optionally incubated and then centrifuged in order to separate the micro-organisms from the minerals and/or pigments 
and/or fillers and/or fibrous materials. The number and/or size and/or type of micro-organisms in the supernatant aqueous phase is determined 
after one or more incubations. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung offenbartein Verfahren zurquantitativen und/oderqualitativen Bestimmung der mikrobiellen Kontamination 
von Mineralien und/oder Pigmente und/oder Fiillstoffe und/oder Fasermalcrialien endialtenden Suspensionen, Emulsionen oder Dispersionen. 
dadurch gekennzeichnet, daB eine Probe der Suspensionen, Emulsionen oder Dispersionen nach Zugabe einer oder mehrerer durch 
Mikroorganismen abbaubaren organischen Substanzen. vermischen und wahlweise anschliessender Inkubation zentrifugiert wind, um die 
Mikroorgantsmen von den Mineralien und/oder FOllstoffen und/oder Pigmenten und/oder Fasermatertalien abzutrennen und die Anzahl 
und/oder Grdsse und/oder Art der Mikroorganismen in der Uberstehenden wassrigen Phase nach ein oder mehreren Inkubationen bestimmt 
wild. 
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VERFAHREN ZUR BESTIMMDNG DER MIKROBIELLEN KONTAMINATION 

BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen und/oder 
qualitativen Bestimmung der mikrobiellen Kontamination von wafirigen. Mineralien 
und/oder Pigmente und/oder FQIIstoffe und/oder Fasermaterialien. wahlweise in 
Kombination mit Polymeren in kolloidaler Form enthaltenden Suspensionen, 
Emulsionen oder Dispersionen. 

Die Bestimmung von Verkeimung und Hygiene-Kontrolien von wSBrigen 
Suspensionen mit herkommlichen Methoden sind im wesentlichen alie an die 
Vermehrungsfahigkeit der nachzuweisenden Mikroorganismen gebunden. Diese 
Verfahren benbtigen naturgemaii Zeit, die zwischen 24 h und mehreren Tagen 
liegen kann. FQr viele Fragestellungen sind diese ZeitrSume zu groB, und die 
Ergebnisse liegen zu sp§t vor, um in Produktionsprozessen nocli lenkend eingreifen 
zu kdnnen. Besonders fiir die Kontrolle vor dem Versand werden immer wieder 
Verfahren gefordert, die sich durch ein kurzes Untersuchungsintervall auszeichnen. 

So ist belspielsweise das grundlegende Problem der herkommlichen 
mikrobiologischen Analysen von aeroben mesophilen Keimen, wie Plate Count oder 
Easicult. die lange Inkubationszeit von bis zu 48 h. Eine Auswertung und somit eine 
Bestimmung der Keimzahl ist bei diesen Methoden vor zwei Tagen nicht moglich. 
Hinzu kommen noch verschiedene andere EinflQsse wie z.B. NShrboden, 
Partialdruck des Sauerstoffs (aerob/-anaerob), Selektivitat, pH und noch vieles mehr. 

Es ist deshalb oft nicht moglich, die Keimzahl von Produkten wie Pigmentslumes vor 
Auslieferung zum Kunden zu bestimmen und durch Zusatz von biozid wirkenden 
Substanzen lenkend einzugreifen. Durch die langen Transportwege von bis zu 6 
Wochen im Hochseeschiff oder der Bahn kann die Pigmentslurry jedoch verderben 
und unbrauchbar werden. Die weisse Pigmentslurry kann sich grau verfarben und zu 
stinken beginnen Die preventive Oberdosierung von biozid wirkenden Substanzen 
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zur Pigmentslurry, die heutige einzige Moglichkeit urn einen Verderb 
auszuschliessen ist sehr kostenintensiv, eine Verschleuderung von Resourcen und 
dkologisch unsinnig. Im weiteren mUssen zur Analyse von aeroben mesophilen 
Keimen und Pilzen zwei verschiedene AnsStze gemacht werden. Weiterhin sind 
VerdOnnungsreihen erforderlich, was die Anzahl der Analysen urn ein mehrfaches 
erhOht. 

Ganglge Methoden zur Bestimmung von Keimen in der Papier- und 
Pigmentindustrie sind beispielsweise in Schweizerisches Lebensmittelbuch, Kapitel 
56, Abschnitt 7.01. Ausgabe 1985, Revision 1988, "Bestimmung von aeroben 
Bakterien und Keime" und In Sciiweizerisches Lebensmittelbuch, Kapitel 56. 
Abschnitt 7.22, Ausgabe 1985, Revision 1988. "Bestimmung von Pilzen" 
beschrieben. Oblicherweise betrdgt die Inkubationszeit. bevor eine Bestimmung 
durchgefUhrt werden kann, je ca. 48 Stunden. 

Von der Fimia Microbial Systems Ltd. wurde der Cellfacts ^ -Teilchenanalysen- 
Vorrichtung und -Verfahren entwickelt. Nahere Informationen hieruber befinden sich 
Labor flash 9/96. Zeitung mit Leserdienst fur Labor und Forschung. Ott Verlag + 
Druck AG, Ch-3607 Thun. Schweiz. So wird beispielsweise angegeben, daS der 
Cellfacts-Analysator auch zur Bestimmung der Anzahl der Keime in 
Calciumcarbonat-Aufschlammungen einsetzbar ist. Im Labor der Anmelderin 
durchgefUhrte Untersuchungen zelgten jedoch, 6a& eine derartige Bestimmung in 
der vom Hersteller beschriebenen Welse nicht oder nur ungenau mOglich ist 
Das Me&prinzip des Cellfacts*Analysators beruht auf der Messung von Bakterien, 
Pilzen und Hefen als Teilchen in einem eiektrischen Paid, wobei durch 
intervaliweises Inkubieren der Proben und nachfolgender Messung die Zunahme der 
Anzahl an Teilchen bestimmt wird und bei exponentiellem Wachstum auf to zuruck 
extrapoliert wird. Dieses MeBprinzip funktioniert auch bei einer "niedrigen" Anzahl 
an "Fremdteilchen" mit gleichen oder ahnlichen Grofien wie die Bakterien. Pilze und 
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Hefen. Bei Suspensionen und Emulsionen mit einem Anteil an "Fremdteilchen". also 
von Mineralien. FQIIstoffen und/oder Pigmenten, von > 1 Gew.% ist die Anzahl der 
inerten, in der gleichen Grolie wie die Mikroorganismen vorilegenden 
"Fremdteilchen" von 0,5 - 20 pm. also der Blindwert to , derart hoch, daB eine 
weitere Zunahme von Keimen durch Vemnehrung Gber eine Zeitspanne von < 10 
Stunden im Inkubator nicht mehr detektlerbar ist. Das Cellfacts-Analysegerat kann 
so nicht mehr hinreichend genau messen, und der Hersteller fordert, urn eine 
Anwendbarkeit sicherzustellen, eine Verdiinnung der Ausgangslosung. 

Eine Zunahme von 10^ Teilchen/ml , bei einem Blindwert von 10® Teilchen/ml, ist 
durch das Cellfacts-AnalysegerSt nicht mehr signifikant erfaSbar. Die geforderte 
VerdQnnung aufgrund der "Fremdteilchen" ist jedoch so groB. daB die Verdiinnung 
der vermehmngsfShigen Organismen, die dadurch natOrlich urn den gleichen Faktor 
verdunnt werden, nicht mehr signifikant und das erhaltene Resultat falsch ist. 
"Fremdteilchen" mit einem Durchmesser von > 20 \im konnen zudem die MeBzelle 
von nur SOpm Durchmesser verstopfen. Die "Fremdteilchen" kSnnen beispielsweise 
mineralischer Natur sein wie Calciumcarbonat, synthetischer organischer polymerer 
Natur wie Polystyrolacrylat-Dispersionen oder natGrlicher organischer Natur wie 
Starkelosungen oder Hemizellulosen und/oder Cellulosefasern oder eine 
Kombination aus den obigen Teilchen, wie sie beispielsweise im Kreislauf einer 
Papierfabrik auflritt. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein schnelles und leistungsfahiges, 
einfach durchfuhrbares Verfahren zur quantltativen und/oder qualitativen 
Bestimmung der mikrobiellen Kontamination von wSBrigen, Mineralien und/oder 
Plgmente und/oder FQIIstoffe und/oder Fasennaterialen enthaltenden 
Suspensionen, Emulsionen oder Dispersionen bereitzustellen, . das die oben 
beschriebenen Nachteile des Standes der Technik vermeidet. 
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Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Verfahren gemaB dem Oberbegriff 
des Anspruchs 1 gel6st. welches dadurch gekennzeichnet ist, daH eine Probe der 
Suspensionen, Emulsionen Oder Dispersionen nach Zugabe einer oder mehrerer 
durch Mikroorganismen abbaubarer organischer Substanzen und wahiweise 
anschlieUender Inkubation zentrifugiert wird. urn die Mikroorganismen von den 
Minerallen und/oder FQIIstoffen und/oder PIgmenten und/oder Fasermaterialien 
abzutrennen und die Anzahl und/oder Grosse und/oder Art der Mikroorganismen in 
der uberstehenden wassrigen Phase nach ein oder mehreren Inkubationen 
bestimmt wird. 

Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspruchen 
sowie der nachfolgenden Beschreibung und den AusfQhrungsbeispielen. 

Die quantitative und qualitative Bestimmung von Mikroorganismen gehSrt seit 
langem zum Stand der Technik. Besondere Schwierigkeiten bereitet jedoch die 
Bestimmung der mikrobiellen Kontamination dann, wenn eine hohe Konzentration 
von weiteren Feststoffteiichen wie Mineralien, Pigmenten, Fullstoffen und/oder 
Fasermaterialien in der zu untersuchenden Probe vorliegt. Da diese "Fremdteilchen" 
haufig eine ahnliche GroBe wie die Mikroorganismen autweisen, ist ubiicherweise 
nur durch eine hohe Verdunnung der Ausgangsprobe die Anzahl der 
"Fremdteilchen" zu minimieren. Durch diese hohe Verdunnungsstufen wird jedoch 
gleichzeitig und unvemieidlich die Anzahl der kontaminierenden Mikroorganismen 
reduziert, und es ist ein langer Inkubationszeitraum notwendig, um die Anzahl der 
Mikroorganismen durch Vermehrung so zu erhohen. das eine sichere Detektion 
ermfiglicht wird. 

Es bestand deshalb die Notwendigkeit. ein neues Verfahren der eingangs 
erwahnten Art zu schaffen. das in wesentlich kurzerer Zeit reproduzierbare und 
verlaSliche Ergebnisse bezuglich der Anzahl, GroBe und/oder Art der 
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Mikroorganismen in der untersuchten Probe liefert. 

Qberraschend und nicht vorhersehbar wurde gefunden, daS durch die Zugabe 
abbaubarer organischer Substanzen zur Probe und eine nachfolgende 
Zentrifugation die Mikroorganismen vom inerten Material ("Fremdteilchen") 
abtrennbar sind. Oblichenweise haften die Mikroorganismen namlich bevorzugt an 
den Mineral-, Pigment-. FQIIstoff- und/oder Fasemnaterialien an der Oberfiache an 
und lessen sicli nur sehr schwer von der OberflSche abtrennen, Durch einen 
einfachen Zentrifugationsschritt sedimentieren zwar die "Fremdteilchen", Ziehen 
jedoch dadurch, daS die Mikroorganismen bevorzugt an diesen Teilchen haften, 
diese mit in das Sediment, so daB der im Oberstand verbleibende 
Mikroorganismenanteil falsche Werte uber den Grad der Verkeimung. mit 
Mikroorganismen liefert. 

Erstaunlicherweise konnte gezeigt werden. daB durch die Zugabe von biologisch 
abbaubaren organischen Substanzen eine Trennung der Mikroorganismen und der 
Mineralien, Pigmente, FQIIstoffe und/oder Fasermaterialien erreicht wird. Bevorzugt 
ist die durch Mikroorganismen abbaubare organische Substanz ein Nahrmedium. 
das ubiicherweise zur Kultivierung der Mikroorganismen eingesetzt wird. Dieses 
Nahrmedium wirkt uberraschendenweise als Trennmittel zwischen den 
Mikroorganismen und den Fremdpartikein und ermoglicht so uberhaupt erst die 
Abtrennung und Auftrennung beider und stort die weiteren Schritte in der Analyse 
der Mikroorganism nicht. Nicht, Oder nur schwer biologisch abbaubare Stoffe 
bergen die Gefahr, zwar die Mikroorganismen von den inerten Teilchen zu trennen, 
aber zugleich hemmend aufs Wachstum von Mikroorganismen zu wirken und somit 
ein falsches Resultat zu bewirken. 

Durch das erfindungsgemaSe Verfahren kann nicht nur ein Arbeitsschritt, namlich 
der Verdunnungsschritt, eingespart werden, sondern zudem wird auch die 
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Inkubationszeit auBerordentlich verkurzt. Weiterhin wird nicht irgendein Trennmittel 
zugegeben. sondern das Trennmittel wirkt gleichzeitig als Nahrlosung, die 
optimalerweise zur Vemnehrung der zu untersuchenden Mikroorganismen einsetzbar 
ist und in einer bevorzugten AusfQhrungsform so gewShlt wird, dali sie fur eine 
bestimmte. zu untersuchende Mikroorganismenart, beisplelsweise fQr Bakterien, 
Pilze Oder Hefen, spezifisch ist. 

Erst durch die Einfuhrung einer durch Mikroorganismen abbaubaren organischen 
Substanz, bevorzugt in Form einer N§hrl6sung bzw. eines Nahmnediums, und durch 
die Einfuhrung des Zentrifugationsschrittes wird die erfindungsgemaB gestellte 
Aufgabe gelost. Die Analysenzeit wird verkurzt, da in der zu untersuchenden Probe 
eine geringere Anzahi an "Fremdteilchen" enthalten ist Oder sie wird uberhaupt erst 
ermdglicht. Weiterhin kann die Ausgangszahl und der Zuwachs an 
mikrobiologischen Teilchen durch Inkubation Qber die Zeit geringer sein als bei 
Proben mit einem hShen Blindwert, also einer hoheren Anzahi an "Fremdteilchen". 

Durch das erfindungsgemd&e Verfahren kdnnen w^Qrige Suspensionen, 
Emulsionen und Dispersionen untersucht werden, die, unter anderem, Mineralien, 
Pigmente, Fullstoffe und/oder Fasermaterialien, beispielsweise Cellulosefasern und 
wahlweise weiterhin Polymere, z.B, naturliche, synthetische Oder halbsynthetische 
Polymere in kolloidaler Form, enthalten. Beispiele fiir derartige Polymere sind: 
Styrolbutadien, Styrolacrylat, Melaminharze. Formaldehyd-Harnstoff-Harze, Starke, 
Carboxymethyicellulose. 

Die zu untersuchenden Proben stammen bevorzugt aus der papierverarbeitenden 
Industrie. Weitere Einsatzgebiete sind die Pigmentindustrie und die 
metallverarbeitende Industrie. 

ErfindungsgemaB wird eine Probe der auf die mikrobielle Kontamination zu 
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untersuchenden Suspensionen. Emulsionen Oder Dispersionen genommen. Die 
Menge der entnommenen Probe betrSgt im allgemeinen 0.5 - 20 ml, kann jedoch 
auch darunter Oder darOber liegen. Im Qbrlgen ist die Menge der entnommenen 
Probe for den Erfolg des erfindungsgemSSen Verfahrens nicht entscheidend. 

Zur entnommenen Probe werden durch Mikroorganismen abbaubare organische 
Substanzen gegeben und miteinander vermlscht. Der Anteil der zur Probe 
zugegebenen bioabbaubaren organischen Substanzen betragt, pro ml Probe. 0.5 - 
50 ml der bioabbaubaren Substanz. 

Das VerhSltnis von Probevolumen zum Volumen der bioabbaubaren Substanz ist 
abhSngig von der Originalkonzentratlon der Probe und der Konzentration der 
bioabbaubaren Substanz in Losung. Das VerhSltnis ymrd so eingestellt. daS die 
Menge der bioabbaubaren Substanz so groB Ist. daB eine Abtrennung der 
Mikroorganismen und der Mineraiien. FQIIstoffe, Pigmente. und/oder 
Fasermaterialien und wahlweise zusatzlich der Polymere in kolloidaler Form 
emioglicht wird. Das jeweiis zu ermittelnde optimale VerhSltnis von Probevolumen 
zu Volumen der bioabbaubaren Substanz kann vom Fachmann durch 
Handversuche.ermittelt werden. 

Oblichen«eise wird die Konzentration der L6sung, enthaltend die bioabbaubaren 
Substanz, so gewShlt. dass das VerhSltnis von Probelosung zur die bioabbaubaren 
Substanz enthaltende LOsung 1 : 0.1 bis 1 : 100 betrSgt. Das optimale VerhSltnis ist 
stark von der Konzentration und der Zusammensetzung der entsprechenden 
Probel6sung abhSngig. Pigment- und/oder Fullstoffsuspensionen mit einem 
Feststoffgehalt von > 65 Gew.% werden Qblicherweise im VerhSltnis 1 : 2 bis 1:10. 
bevorzugt 1:3. verdOnnt. Bei einem Feststoffgehalt von < 65 Gew.% wird 
ubiichenweise im VerhSltnis 1 : 0,1 bis 1 : 1 verdunnt. In gewlssen FSIIen. speziell 
wenn eine sehr hohe Verkeimung enftfartet wird. wird ubiichenweise im VerhSltnis 1 : 
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10 bis 1 : 100 verdunnt. Der gewahlte Verdunnungsfaktor ist in der spateren 
Berechnung der Verkeimung zu berucksichtigen Oder im Resultat speziell zu 
vermerken. 

Zu den bioabbaubaren organischen Substanzen gehdren insbesondere die Gruppe 
der Nahrmedieh, die fQreine bestimnnte. zu untersuchende Mikroorganlsmenspezies 
spezifisch sind. Nahrmedien enthalten bevorzugt eine Kohlenstoff-, Stickstoff-, 
Phosphat" und/oder Schwefelquelle sowie wahlweise Mineralstoffe, Wuchsstoffe 
und/oder Vitamins. Weitere Stoffe konnen dem Nahrmedium zugefugt werden, falls 
dies fur das optimale Wachstum der Mikroorganismen erforderlich ist Bevorzugte, 
erfindungsgemaE einsetzbare Nahrmedien werden nachfolgend genauer 
beschrieben. 

Nach Zugabe des NShrmediunns konnen wahlweise ein oder mehrere 
Inkubationsschritte erfolgen, um die Anzahl der Mikroorganismen in der Probe zu 
erhohen. Dies kann speziell fOr die spStere qualitative Analyse von Vorteil sein. In 
einer bevorzugten AusfQhrungsgestaltungsfonn der Erfindung findet diese 
Inkubation vor der Zentrifugation jedoch nicht statt, was zu einer deutlichen 
Zeitersparnis ftihrt. 

Um die Mikroorganismen von den Mineralien, Fullstoffen, Pigmenten und/oder 
Fasermaterialien abzutrennen, erfolgt nach Zugabe des Nahrmediums und dem sich 
wahlweise anschlieUenden Inkubationsschritt ein Zentrifugationsschritt. Die Zentrifu- 
gation wird so durchgefQhrt, daB die flberwiegende Anzahl der Mikroorganismen. 
d.h. Qber 50%, von den "Fremdstoffteilchen", also den Mineralien, FOIIstoffen, 
Pignrjenten, Polymeren und Fasermaterialien, abgetrennt werden. Die Zentrifugation 
muR so durchgefQhrt werden, daB sich die Mikroorganismen in der oberen Phase 
ansammein, wShrend die Fremdstoffteilchen sedimentieren. Zu diesem Zweck wird 
die Zentrifugation bevorzugt bei 100 bis 1500 g, bevorzugt 200 bis 1200 g und 
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insbesondere bevorzugt 600 bis 1000 g. durchgefuhrt. Das Schwerefeld wird in 
AbhSnglgkeit von den abzutrennenden Mineralien, FQIistoffen, Pigmenten und 
Fasermaterialien bzw. in Abhangigkeit von den abzutrennenden Mikroorganisnnen 
eingestellt. 

Die optimale Sedimentationszahl kann vom Fachmann aufgrund von Versuchen 
ermittelt werden. Die Zentrifugation selbst wird fur einen Zeitraum von 1 bis 30 
Minuten, bevorzugt 2 bis 15 Minuten und insbesondere bevorzugt 5 bis 10 Minuten, 
durchgefuhrt. Die optimale Zentrifugationszeit kann vom Fachmann durch 
Laborversuche ermittelt werden. 

Als Mineralien und/oder FQIIstoffe und/oder Pigmente werden bevorzugt verwendet: 
Elemente der zweiten und/oder dritten Hauptgruppe und/oder der vierten 
Hauptgruppe und/oder der vierten Nebengruppe des Periodensystiems der 
Elemente, insbesondere Calcium und/oder Silicium und/oder Aluminium und/oder 
Titan und/oder Barium enthaltende Verbindungen und/oder organische Pigmente. 

Bevorzugt eingesetzt werden als Mineralien, FQIIstoffe und Pigmente Kaolin 
und/oder Aluminiumhydroxid und/oder Titanoxid und/oder Bariumsuifat und/oder 
Polystyrolhohlkugein und/oder Formaldehydharze und/oder Calciumcarbonat 
enthaltende Mineralien und/oder FQIIstoffe und/oder Pigmente. insbesondere 
naturliche Calciumcarbonate und/oder Marmor und/oder Kalk und/oder Dolomit 
und/oder Dolomit enthaltende Calciumcarbonate und/oder synthetisch hergestellte 
Calciumcarbonate, sogenannte prazipitierte Calciumcarbonate . 

Der die Mikroorganismen enthaltende Oberstand wird abgenommen und kann dann 
direkt einer quantitativen und/oder qualitativen Bestimmung der mikrobiellen 
Kontamination zugefuhrt werden. Bevorzugt schlieBen sich hier ein oder mehrere 
Inkubationsschritte an. urn die Anzahl der Mikroorganismen im Oberstand zu 
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vermehren. Dieser Vermehrungsschritt erfolgt bei einer fur die Mikroorganismen 
gunstigen Inkubationstemperatur, die von der Art der zu vermehrenden Organismen 
abhangt Bevorzugte Inkubationstemperaturen liegen im Bereich von 20 bis 37**C, 
weiterhin bevorzugt 28 bis 34''C und insbesondere bevorzugt 31,5 bis 32,5**C. Die 
jeweils notwendigen Inkubationstemperaturen sind dem Fachmann bekannt und 
kdnnen entweder aus Nachschlagewerken oder durch Versuche ermittelt werden. 

Die Gesamtzeit der einzelnen Inkubationszeiten bei 30X Inkubationstemperatur 
betragt bei einer Verkeimung von weniger ven als 10^Keimen/ml Probe bis zu 12 
Stunden, bei einer Verkeimung von mehr als 10^ Keimen/ml Probe aber weniger als 
10^ Kelmen/g bis zu 6 Stunden, bei einer Suspension mit ursprunglich 60-80 Gew.- 
% Feststoffanteii mit einer Verkeimung von mehr als 10^ Keimen/ml (unter Venwen- 
dung von Tryptic Soy Broth Agar) bis zu 3 Stunden. 

Die Summe der einzelnen Inkubationsschritte bei 30^*0 betragt bei einer Verkeimung 
von weniger als 10^ Keimen/ml Probe 2 bis 6. bei einer Verkeimung von mehr als 
10^ Keimen/ml Probe aber weniger als 10^ Keimen/g 2 bis A, bei einer Suspension 
mit ursprunglich 60-80 Gew.-% Feststoffanteii mit einer Verkeimung von mehr als 
10^ Keimen/ml (unter Venvendung von Tryptic Soy Broth Agar) 2 bis 3. 

Die einzelnen Inkubationszeiten bei 30X Inkubationstemperatur betr§gt bei einer 
Verkeimung von weniger als 10^ Keimen/ml Probe 1 bis 12 Stunden, bei einer Ver- 
keimung von mehr als 10^ Keimen/ml Probe aber weniger als 10® Keimen/g 1 bis 6 
Stunden. bei einer Suspension mit ursprOnglich 60-80 Gew.-% Feststoffanteii mit 
einer Verkeimung von mehr als 10^ Keimen/ml (unter VenA^endung von Tryptic Soy 
Broth Agar) 1 bis 2 Stunden. 

Zur quantitativen bzw. qualitativen Bestimmung der so erhaltenen Mikroorganismen 
stehen verschiedene aus dem Stand der Technik bekannte Methoden zur 
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Verfugung. Insbesondere bevorzugt wird erfindungsgemaB die Cellfacts^-Analyse 
Oder die ATP-Methode. Andere Verfahren stehen zur Verfugung und sind dem 
Fachmann bekannt. Die bevorzugten Verfahren werden in den nachfolgenden 
Beispielen naherbeschrieben. 

Nach DurchfQhren des erfindungsgemaBen Verfahrens ist eine qualitative und/oder 
quantitative Bestimmung der Mikroorganismen moglich. Unter qualitativer 
Bestimmung ist zunachst eine Grobunterscheidung zwischen den Gruppen Pilze, 
Hefen und Bakterien zu verstehen. Nach Eichung der Cellfacts'^-Analyse mit 
speziellen Mikroorganismen, beispielsweise speziellen Bakterien, ist auch eine 
weitere Spezifizierung in den einzelnen Unterarten moglich. Die qualitative. Analyse 
uber beispielsweise das Ceilfacts^-Verfahren fmdet aufgrund einer 
Differenzierung nach GrSsse bzw. Volumen einer einzelnen Zelle statt. 

Die Art der als Trennmittel eingesetzten NShmiedien hangt insbesondere von dem 
abzutrennenden und zu vemiehrenden Mikroorganismus ab. Bevorzugt werden 
solche Nahrmedien eingesetzt. die ein selektives Wachstum der zu bestimmenden 
Keime ermoglichen und das Wachstum anderer, nicht zu bestimmender Keime 
moglichst unterdrucken. Beispiele fur erfindungsgemaB einsetzbare Nahrmedien 
sind Tryptone Azolectin/Tween 20 (TAT) Broth Agar. Glukoselosung, 
Pepton/Casein, Nutrient Broth, bevorzugt Tryptic Soy Broth Agar. Die 
Zusammensetzung der Nahrmedien ist im Anhang an diese Beschreibung 
angefuhrt. 

Die Konzentration des Nahrmediums fur die Mikroorganismen liegt vorzugsweise bei 
0.1 bis 10 Gew.-%. vorteilhafter bei 2 bis 5 Gew.-% und insbesondere vorteilhaft bei 
ca, 3 Gew.-%. 

Durch das erfindungsgemalie Verfahren ist sowohl eine qualitative als auch eine 

« 
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quantitative Bestimmung der Bakterien, Pilze und Hefen moglich. In einer 
bevorzugten AusfQhrungsform erfolgt eine derartige Analyse in einem Schritt. 

Nach der Abtrennung der Mikroorganismen von den Mineralien, FQIIstoffen. 
Pigmenten und/oder Fasermaterialien, also den "Fremdstoffen", werden ein oder 
mehrere, bevorzugt zwei bis funf Inkubationsschritte durchgefuhrt. urn die Zahl der 
im Probenuberstand beflndlichen Mikroorganismen zu vennehren. 

Mehrmalige Inkubationen erfolgen in Intervailen, d.h. die Messung der 
Kontamination wird nach der Zeit to+x je wiederholt Hierdurch ist es moglich, die 
inkubationszeit und die Inkubationsintervalle zu begrenzen. Zu dem Zeitpunkt, bei 
dem ein exponentielles Wachstum ersichtlich ist, wird zuruck extrapoliert und auf die 
Zeit to gerechnet. Ein hoher ursprQnglicher Verkeimungsgrad wird zu einem frOher 
feststellbaren und berechenbaren Wachstum fQhren, so dad auf nachfolgende 
Inkubationsintervalle verzichtet werden kann. 

Die Inkubationszeit bei einer Verkeimung von weniger als 10^ Keimen/ml Probe 
betragt bis zu 12 Stunden, bei einer Verkeimung von weniger als 10^ Keimen/ml bis 
zu 6 Stunden, bei einer Suspension mit ursprunglich 60-80 Gew.-% Feststoffanteil 
mit einer Verkeimung von mehr als 10^ Keimen/ml Probe bis zu 3 Stunden, wobei im 
letzteren Fail bevorzugt Tryptic Soy Broth Agar eingesetzt wird. Die in Abhangigkeit 
vom Kontaminationsgrad mit Mikroorganismen anzuwendende Inkubationszeit kann 
vom Fachmann durch einfache Handversuche emnittelt werden. Je geringer der 
ursprQngliche mikrobielle Kontaminationsgrad der Probe ist, desto linger mOssen 
die Inkubationszeiten gewShIt werden und umgekehrt. Der ursprungliche 
Feststoffanteil der Suspension beeinflu&t die Inkubationszeit nicht direkt. 

Nachfolgend wird anhand von Vergleichsbeispielen und Ausfiihrungsbeispielen die 
Erfindung naher eriautert. Weitere Abwandlungen der Erfindung konnen vom 
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Fachmann aufgrund der vorliegenden Beschreibung in Verbindung mit den 
aniiegenden Patentanspruchen sowie aufgrund des vorauszusetzenden Fach- 
wissens durchgefOhrt werden. Die Erfindung ist nicht auf die vorliegenden Beispiele 
beschrankt. 

Keimzahlbestlmmung mit dem Cellfacts*^ Teilchenzahler 

Die Mikrooganismen aus der Suspension und/oder Emulsion und/oder Dispersion 
werden erfindungsgemaS durch eine MeSpore mit definiertem Durchmesser mittels 
Vakuum gesaugt. An dieser Pore (Kapillare, SOpm ) liegt eine Spannung (Volt) an. 
Da intakte Zellen in erster Naherung als Isolatoren betrachtet werden konnenr 
kommt es beim Durchtritt einer Zelle durch die MeBpore zu einer meBbaren Wider- 
standserhflhung, deren GrOlie vom Volumen der Zelle abhSngt. Der Stromimpuls ist 
direkt proportional zum Volumen. Durch Inkubation der Proben konnen kleine Dlffe- 
renzen im Wachstum der Zellen gemessen werden. d.h. be! Zellteilung erh5ht sich 
die Anzahl der Teilchen proportional. Da die Funktion des Zellwachstums exponen- 
tiell ist, kann nach dem Erkennen des Ereichens der exponentiellen Phase auf die 
Ausgangskonzentration zuruck extrapoliert werden. Die Bestimmungszeit fur CaCOa- 
Talk- und Kaolinslurries sowie andere Stoffe (z.B. Kuhischmierstoffe, Siebwasser, 
kolloidal suspendierte Starke etc.) liegt durch die erfindungsgemaRe Praparation 
der industriellen Proben und unter Anwendung der obigen Methode bei nur 2 - 12 
Stunden anstatt wie beim Stand der Technik bei 24 - 48h. 

Dies eriaubt ein rechtzeitiges Eingreifen mit Konservierungsstoffen vor einer hohen 
Kontamination und/oder dem Verderb der Ware. 
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Beispiele zum Stand der Technik 
1. Beispiel. Calciumcarbonat Slurry 

A) Keimzahlbestimmungen nach Schweizerisches Lebensmittelbuch, Kapitel 56, 
Abschnftt 7.01 , Ausgabe 1985. Revision 1988, "Bestimmung von aeroben Bakterien 
und Keime" und nacli dem Schweizerischen Lebensmittelbuch, Kapitel 56, Abschnitt 
7.22, Ausgabe 1985, Revision 1988, "Bestimmung von Pilzen" 

Vorqehensweise 

3 ml einer 77.5 Gew.-% wSsserigen AufechlSmmung von natQrllchem, gemahlenem 
Marmor aus Norwegen (90 Gew.-% der Teiichen < 2 pm, 65 Gew.-% der Teilchen < 
1 pm), dispetgiert mit 0.65 Gew.-% eines handelsQblichen Natriumpol/acrylats war- 
den nach der Methode „Bestimmung von aeroben mesophilen Keimen", Schweizeri- 
sches Lebensmittelbuch, Kapitel 56, Abschnitt 7.01, Ausgabe 1985. Revision 1988. 
analysiert. 

Resultat : 

Die Keimzahlbestimmung ergab nach 48 Stunden Inkubationszeit: 3.0 x 10® aerobe 
mesophile Keime / ml Suspension. Pilze wurden mit dem venwendeten NShnnedium 
for aerobe mesophile Keime nicht gefunden. Nach der im Schweizerisches Le- 
bensmittelbuch, Kapitel 56, Abschnitt 7.22, Ausgabe 1985, Revision 1988, 
"Bestimmung von Pilzen" beschrieben l^^ethode wurden < 10^ Pilze/ml gefunden. 
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B) Keimzahlbestimmung durch CellFacts Partikelmessgerat 
Vorgehensweise 

3 ml der in Beispiel 1 A) verwendeten 77.5 Gew.-% wasserige Aufschlammung von 
naturlichem, gemahlenem Mamior aus NonA^egen (90 Gew.-% der Teilchen < 2 pm, 
65 Gew.-% der Teilchen < 1 pm). dispergiert mit 0.65 Gew.-% eines handelsQbli- 
Chen Natriumpolyacrylats wird in ein steriles Flaschchen pipetiert. Die Probe wird mit 
3 ml 3 Gew.%iger TAT Broth Base / Tween 20 Nahrlosung versetzt und mit dem 
CellFacts analysiert. Die Analyse erfolgt in der Weise, dass sofort (Zeit toJ versucht 
wurde. die Anzahl Teilchen im Cellfacts Gerat zu messen. Da die Teilchenzahl vie! 
zu hoch war, veriangte das Gerat eine Verdunnung der Probe. Nach einer Verdun- 
nung von 1 : 10*000 wurde die Teilchenkonzentration vom GerSt akzeptiert, und es 
konnte der Blindwert (toh) bestimmt. Nach 2 Std. (Zeit ts^). 4 Std. (Zeit t4h). nach 6 
Std. (Zeit tgh). nach 12 Std. (Zeit ti2h) Inkubationszeit wurde die Anzahl Teilchen im 
Cellfacts Gerat gemessen. Die Inkubationstemperatur betrug SO^'C. Indem man die 
Anzahl Teilchen gegen den Durchmesser dieser Teilchen auftragt, kann man nach 
bestimmten Inkubationszeiten der klaren Phase bestimmen, ob lebende Zellen vor- 
handen sind (..Peakerhohung", y-Achse) und um welche Art von Mikroorganismen es 
sich handelt z.B. Bakterien, Hefen oder Pilze (mitllerer Teilchen 0, x-Achse) . 

Nach 12 Stunden Inkubationszeit wird durch Extrapolation zuruck auf die Zeit doh) 
die ursprungliche Verkeimung der Suspension ermittelt. Im Vergleich dazu dient das 
Resultat aus Beispiel 1 A) Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Le- 
bensmittelbuch. ("Bestimmung von aeroben mesophilen Keimen", Schweizerisches 
Lebensmittelbuch, Kapitel 56. Abschnitt 7.01. Ausgabe 1985, Revision 1988) 
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Resultat : 

Keimzahlbestimmung mit dem Cellfacts Teilchenzdhler 



1. 


Tryptic Soy Broth Agar 
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Aus Beispiel 1 A) und 1 B) geht klar hervor, dass die Bestimmung von Bakterien, 
Pilzen und Hefen in der obigen Suspension mit den Methoden des Standes der 
Technik einerseits mit dem CellFacts Gerat nicht mSglich. respektive mit < 10^ Kei- 
men/ml ein vSllig falsches Resultat liefert oder die Bestimmung nach der Methode 
des Schweizerischen Lebensmittelbuchs 48 Std. dauert. 

Beim Cellfacts GerSt fQhrte die notwendige VerdQnnung der Probe vermutlich 
ebenfalls zu einer VerdQnnung der anwesenden mikrobiologischen Keime unterhalb 
deren Nachweisgrenze. 

Bei der Bestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch dauert die Ana- 
lyse 48 Std. 
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C) Keimzahlbestimmung durch ATP Messung 
V^r<]fihensweise 

3 ml Probe wie in Beispiel 1 A). 77.5 Gew.-% wasserige Aufschlammung von natQr- 
lichem, gemahlenem Marmor aus Nonwegen (90 Gew.-% der Teilchen < 2 \im, 65 
Gew.-% der Teilchen < 1 pm), disperglert mit 0.65 Gew.-% eines handelsQblichen 
Natriumpolyacrylats werden in ein steriles Flaschchen pipettiert. Die Probe wird mit 3 
ml 3 Gew.%iger TAT Broth Base / Tween 20 Nahriosung versetzt und mit dem 
BioOrbit Luminometer 1253 analysiert. Die Analyse erfolgt in der Weise, dass sofort 
(Zeit toh) versucht wurde, die durch das ATP freigesetzte Lichtmenge im BioOrbit 
Luminometer 1253 zu messen. Ebenfalls wurde eine Probe nach einer VerdQnnung 
von 1:10'000 gemessen. Es wurde so jeweils der Blindwert (toh) bestimmt Nach 4 
Std. (Zeitt4h), nach 7 Std. (Zeittyh) und nach 17 Std. (Zeitt^h) Inkubationszeit wurde 
wiederum die Lichtintensitat im BioOrbit 1253 Luminometer gemessen. Die Inkubati- 
onstemperatur betrug 30°C. Indem man die Lichtintensitat nach entspreehender 
Inkubationszeit gegen die Inkubationszeit auftragt, kann man bestimmen, ob leben- 
de Zellen vorhanden sind (Zunahme der Lichtintensitat uber die Zeit). Nach einer 
Inkubationszeit, bei welcher das Wachstum annaherungsweise exponentiell veriauft, 
kann durch Vergleich des Kurvenverlaufs der einzelnen Proben miteinander die 
Verkeimung in der Suspension vergleichend ennittelt werden. Es kann dadurch 
semiquantitativ zwischen "kein Wachstum", "schwaches Wachstum" und starkes 
Wachstum" unterschieden werden. 

VnrtpRhfin bfi im Messen im Luminometer 1253 

a) Zu Beginn werden von der, wie oben beschrieben vorbereiten Proben je 100 ^il in 
eine Luminometer-Kiivette pipettiert. 

b) Dazu werden 1 00 nl ATP Releasing Reagent addiert, gut geschuttelt und fur eine 
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Minute stehen gelassen, damit ATP herausextrahiert werden kann. 

c) Danach werden 500 jil AMR-Reagenz beigefQgt und durch SchQtteIn vermischt. 

d) Die Kuvette kann nun in die Messzelle eingefOhrt werden und die Lichtemission 
abgelesen werden. 



Literatur : Betriebsanleitung BioOrbit Luminometer Ver. 3,0, Mai '95 sowie die Appli- 
cation Note 20 der Firma BoiOrbit OY, FIN 20521 Turku, Finnland 

Resultat : 
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0.001 
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0.002 


17 
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Bel diesem Verfahren aus dem Stand der Technik 1st nach 17 Stunden kein Unter- 
schied zwlschen den einzelnen Inkubationszelten ersichtlich, d.h. es muss ange- 
nommen werden, dass der Slurry nicht verkeimt 1st. Da es sich jedocli um den glei- 
chen Slurry wie In Beispiel 1A (Methode nach Schweizerischem Lebensmittelbuch) 
handelt und die dort angewendete, anerkannte Methode ein Resultat von 3x10^ 
Keimen/ml ergibt, wlrd klar. dass es sich in diesem Beispiel 10) um ein Fehlresultat 
handelt, was in der Praxis zu fatalen Folgen , wIe Lebensmittelvergiftung oder Ver- 
derb von GQtem. fuhren kann. 

Die Bestimmung von Bakterien. Pilzen und Hefen In der obigen Suspension ist mit 
dieser Methoden des Standes der Technik nicht mdglich. 
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Vermutlich fQhrte die hohe Teilchenkonzentration in der Originalkonzentration der 
Suspension zu vollstSndiger LIchtadsorption der durchs ATP freigesetzten Licht- 
menge in der Suspension, und die VerdQnnung der Probe fQhrte ebenfalls zu einer 
VerdOnnung der anwesenden mll<robiologischen Keime unterhalb deren Nachweis- 
grenze mit dieser Methode. 

Frfinderische BeisDiele : 

'>\ Reispiel. Calniumcarbonat Slurry. A nalvsenaerat CellFacts Messaerat 
Vnraehenswelse 

3 ml einer 77.5 Gew.-% wSsserigen Aufschlammung von naturlichem, gemahlenem 
Marmor aus Nonwegen (90 Gew.-% der Teilchen < 2 Mm, 65 Gew.-% der Teilcfien < 
1 |jm), dispergiert mit 0.65 Gew.-% eines handelsQblichen Natriumpolyacrylats wer- 
den je in ein separates, steriles Flaschclien pipetiert. Eine Probe wird mit 3 ml 3 
Gew.%iger TAT Broth Base / Tween 20 Nahrlosung versetzt und die zweite Probe 
mit 3 ml 3 Gew.%iger Tryptic Soy Broth Nahrlosung. Anschliessend werden beide 
Proben 20 sec. gut geschuttelt und anschliessend zentrifugiert. Nach 10 min. Zentri- 
fugation bei 800 g wird die obenstehende klare Phase isoliert und mit dem CellFacts 
analysiert. Die Analyse erfolgt in der Weise, dass sofort nach der Zentrifugation (Zeit 
toh). nach 2 Std. (Zeit tjh). 4 Std. (Zeit t4h) unci nach 6 Std. (Zeit tgh) Inkubationszeit 
die Anzahl Teilchen im Cellfacts GerSt gemessen wird. Die Inkubationstemperatur 
betrug SO'C. Indem man die Anzahl Teilchen gegen den Durchmesser dieser Teil- 
chen auftragt, kann man nach bestlmmten Inkubationszeiten der klaren Phase be- 
stimmen, ob lebende Zellen vorhanden sind (PeakerhShung) und um welche Art von 
Mikroorganismen es sich handelt (Bakterien, Hefen oder Pilze). Nach einer Inkubati- 
onszeit, bei welcher das Wachstum exponentiell verlauft, wird durch Extrapolation 
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zurQck auf die Zeit toh die ursprQngliche Verkeimung der Suspension ermittelt. Im 
Vergleich dazu wurde eine Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Le- 
bensmlttelbucii durchgefUhrt. ("Bestimmung von aeroben mesophilen Keimen", 
Schweizerisches Lebensmittelbuch. Kapitel 56, Abschnitt 7.01, Ausgabe 1985, Re- 
vision 1988) 

Resultate: 

Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch 

Die Keimzahlbestimmung ergab nach 48 Stunden : 3.0 x 10^ aerobe mesophile 
Keime / ml Suspension 



Keimzahlbestimmung mit dem Cellfacts TeilchenzShler 

1 . TAT Broth Base / Tween 20 (Poly-oxyethylen-sorbitan-monolaurat) 

2. Tryptic Soy Broth Agar 
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Die, nach dem erfindungsgemassen Verfahren analysierten Proben ergeben eine 
ausgezeichnete Obereinstimmung mit der Keimzahlbestimmung nach dem Schwei- 
zerischen Lebensmittelbuch, ermittelt nach 48 Stunden Inkubationszeit. 
Beide Proben liegen gegeniiber der Keimzahlbestimmung nach dem Schwelzeri- 
schen Lebensmittelbuch sehr gut innerhalb des Vertrauensbereichs. 

Unter Vetrauensbereich wird hier die Abweichung von +- 0.5 logio einzelner Keim- 
zahlbestimmungen verstanden wie sie von der PHLS Central Public Health Labora- 
tory, 61 Colindale Avenue. London NW9 5HT, UK, Distribution 070. Seite 6 u. 7 u. 
Appendix 1. Distribution Date 16. Nov. 1998, Report Date 30. Dez. 1998 erarbeitet 
wurde. 

3) Beispiel Calciumcarbonat Slurry, Analysenger§t BoiOrbit 1253 Luminometer 

Vnrgehensweise 

Jewells 500 ml einer 71.5 Gew.-% wasserigen AufechlSmmung von natQrIichem, 
gemahlenem Marmor (90 Gew.-% der Teilchen < 2 \im. 65 Gew.-% der Teilchen < 1 
Mm), dispergiert mit 0,5 Gew.-% eines handelsiiblichen Natriumpolyacrylats, warden 
in 1 Liter Glasflaschen abgefullt. Die eine Probe wurde 3 Tage bei 5''C gelagert 
(Probe A), die andere wSrend 3 Tagen bei 30°C (Probe B). Anschliessend wurden 
die Proben auf 20''C temperiert und jeweils 3 ml Probe in einem sterilen Flaschchen 
mit 3 ml des jeweiligen Extraktionsmittel gut vermlschL Nach 10 min. Zentrifugation 
bei 600 g wird die obenstehende klare Phase isoliert und mit dem BioOrbit 1253 
Luminometer auf Lichtemission hin analysiert. Die Analyse erfolgte in der Weise, 
dass sofort nach der Zentrifugation (Zeit toh). nach 4 Std. (Zeit t4h). nach 7 Std. (Zeit 
t7h). nach 17 Std. (Zeit t^h), Inkubationszeit die Lichtintensitat im BioOrbit 1253 Lu- 
minometer gemessen wurde. Die Inkubationstemperatur betrug SOX. Indem man 
die Lichtintensitat nach entsprechender Inkubationszeit gegen die Inkubationszeit 
auftragt. kann man in der klaren Phase bestimmen, ob lebende Zellen vorhanden 
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sind (Zunahme der Lichtintensitat Qber die Zelt). Nach einer Inkubationszeit, bei 
welcher das Wachstum annShemngsweise exponentiell verlSuft, kann durch Ver- 
gleich des Kurvenveriaufe der einzelnen Proben mrteinander, die Verkeimung in der 
Suspension vergleichend ermcttelt werden. Es kann dadurch semiquantitativ zwi- 
schen "kein Wachstum". "schwaches Wachstum" und starkes Wachstum" unter- 
schieden werden. Im Vergleich dazu wurde eine Keimzahlbestimmung nach dem 
Schweizerischen Lebensmittelbuch durchgefQhrt. ("Bestimmung von aeroben 
mesophilen Keimen", Schweizerisches Lebensmittelbuch, Kapltel 56, Abschnitt 
7.01, Ausgabe 1985, Revision 1988} 

VenA^endete Extraktionsmittel : 

1. Stand der Technik, 

0.9 Gew.%ige NaCI Losung in dest Wasser, ohne organische, ais Nahrstoff 
dienende Substanz. 

2. Erfinderlsch, 

3 Gew.%ige organische NShrlSsung (Tryptic Soy Broth Agar) 

Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch 

Probe A : 5 X 10* aerobe mesophile Keime/ g Suspension nach 48 Stunden 
Probe 8:7x10^ aerobe mesophile Keime/ g Suspension nach 48 Stunden 
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Resultat : 

Beurteilung der Verkeimung mit dem BioOrbit Luminometer 



Stand der Technik, 0.9 Gew.%ige NaCI - Losung in dest Wasser 



Inkubationszeit in Stunden 


Probe 1A, Lichtintensitat 
[RLU] am LCD Display 


Probe 1 B, Lichtintensitat 
[RLU] am LCD Display 


0 


0.001 


0.001 


4 


0.002 


0.003 


7 


0.002 


0.004 


17 


0.004 


0.007 



Beim Verfahren vom Stand der Technik ist nach 17 Stunden kein eindeutiger Unter- 
schied zwischen der schwach und stark verkeimten Suspension moglich. 



Erfinderisch, 3 Gew.%ige organische NShrlosung (Tryptic Soy Broth Agar) 



Inkubationszeit in Stunden 


Probe 2A, Lichtintensitat 
[RLU] am LCD Display 


Probe 2B, Lichtintensitat 
[RLU] am LCD Display 


0 


0.001 


0.002 


4 


0.004 


0.006 


7 


0.007 


0.045 


17 


0.050 


0.240 
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Bei Verwendung des erfmdungsgemassen neuen Verfahren ist eine Unterscheidung 
2wischen "schwach" und "stark verkeimter Suspension bereits nach 7 Stunden 
nndgiich. 

Bereits nach 17 Stunden ist ebenfalls eine "schwache Verkeimung" signifikant zu 
erkennen. 

In der Literatur und: Betriebsanleitung vom BioOrbit Luminometer Ver. 3.0, Mai '95 
sowie in der „Application Note 20" der Firma BoiOrbit OY, FIN 20521 Turku, Finn- 
land werden auch Berechnungsmodeile gezeigt wie von den [RLUJ-Werten auf die 
Boimasse gerechnet werden kann. Weiterhln besteht die MSglichkeit durch 
„Eichung'' mit Suspensionen mlt bekanntem Verkeimungsgrad auf eine Keimzahl / 
ml zu schliessen. 

4. BelsDiet. US Clay Slurry 

Vorgehensweise 

3 ml einer 72.8 Gew.-% wSsserigen AufschlSmmung von natcirlichem, gemahlenem 
US Clay aus Georgia. USA (95 Gew.-% der Teilchen < 2 pm. 78 Gew.-% der Tell- 



ERSATZBLAtT(REGEL26) 
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Chen < 1 Mm), dispergiert mit 0.35 Gew.-% eines handelsQblichen Natriumpolyacry- 
lats werden je in ein separates, steriles Flaschchen pipetiert. Eine Probe wird mit 3 
ml 3 Gew.%iger TAT Broth Base / Tween 20 Nahrlosung versetzt und die zweite 
Probe mit 3 ml 3 Gew.%iger Tryptic Soy Broth Nahrlosung. Anschliessend werden 
beide Proben 20 sec. gut geschiittelt und anschliessend zentrifugiert. Nach 10 min. 
Zentrifugation bei 800 g wird die obenstehende klare Phase isoliert und mit dem 
Cellfacts analysiert. Die Analyse erfolgt in der Weise, dass sofort nach der Zentrifu- 
gation (Zeit toh). nach 2 Std. (Zeit ^2t^). 4 Std. (Zeit t4h). nach 6 Std. (Zeit tgh), nach 12 
Std. (Zeit ti2h). Inkubationszelt die Anzahl Teilchen im Cellfacts Gerat gemessen 
werden. Die Inkubationstemperatur betrug SCC. Indem man die Anzahl Teilchen 
gegen den Durchmesser dieser Teilchen auftragt, kann man nach bestimmten Inku- 
bationszeiten der klaren Phase bestimmen, ob lebende Zellen vorhanden sind 
(Peakerhdhung) und urn welche Art von Mikroorganismen es sich handelt 
(Bakterien, Hefen oder Pilze). Nach einer Inkubationszelt. bei welcher das Wachs- 
tum exponentiell verlauft, wird durch Extrapolation zurQck auf die Zeit toh die ur- 
sprungliche Verkeimung der Suspension ermittelt. Im Vergleich dazu wurde eine 
Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch durchgefuhrt. 
("Bestimmung von aeroben mesophilen Keimen" Schwelzerisches Lebensmittel- 
buch, Kapitel 56. Abschnitt 7.01 , Ausgabe 1 985, Revision 1 988) 

Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch 

Die Keimzahlbestimmung ergab nach 48 Stunden : 5.0 x 10* aerobe mesophile 
Keime / mi Suspension. 

Keimzahlbestimmung mit dem Cellfacts Teilchenzahler 

1 . TAT Broth Base / Tween 20 (Poly-oxyethylen-sorbitan-monolaurat) 
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2. 


Tryptic Soy Broth Agar 


Prob 


Extraktionsmittel 


Notwendige Be- 


aerobe mesophile Keime 


e 




stimmungszeit in 


/ ml Suspension 






Std. 


(Peakmax. bei Teilchen 








0 1 - 2.5jim) 


1 


TAT Broth Base / Tween 20 


12 


1.12x10= 


2 


Tryptic Soy Broth Agar 


6 


5.21 X 10= 



Prob 
e 


Extraktionsmittel 


Bestimmungszeit in 
Std. 


Pilze / ml Suspension 
(Peakmax. bei Teilchen 0 
5 - 9nm) 


2 


Tryptic Soy Broth Agar 


12 


ca. lO" 



Die nach dem erfindungsgemSssen Verfahren analysierten Proben ergeben eine 
ausgezeichnete Obereinstimmung mit der Keimzahlbestlmmung nach dem Schwei- 
zerischen Lebensmittelbuch, ennittelt nach 48 Stunden Inkubationszeit. 
Beide Proben liegen gegenOber der Kelmzahlbestimmung nach dem Schweizeri- 
schen Lebensmittelbuch sehr gut innerhalb des Vertrauensbereichs. 

Unter Vetrauensbereich wird hier die Abweichung von +- 0.5 Ioqiq einzelner Keim- 
zahlbestimmungen verstanden wie sie von der PHLS Central Public Health Labora- 
tory, 61 Colindale Avenue, London NW9 5HT, UK, Distribution 070, Seite 6 u. 7 u. 
Appendix 1, Distribution Date 16. Nov. 1998, Report Date 30. Dez. 1998 erarbeitet 
wurde. 
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Fi RftisDiel. Rifihwasser f>iner Papiermaschine 
ynrgphpnsweise 

3 ml einer 0.5 Gew.-%igen wasserigen Aufschiammung, enthaltend ca. 0.2 Gew.% 
naturlichen, gemahlenen Marmor aus Norwegen (60 Gew.-% der Teilchen < 2 \im, 
35 Gew.-% der Teilchen < 1 pm). dispergiert mit 0.15 Gew.-% eines handelsGbli- 
chen Natrlumpoiyacrylats und ca. 0.3 Gew.% Cellulosefasern /Sulfit/Sulfat Zellstoff), 
wie sie In Paplerfabriken zur Herstellung von Papier eingesetzt werden und ca. 0.05 
Gew.% eines handelsQblichen Polyacrylamids, werden in ein steriles Fiaschchen 
pipettiert. Die Probe wird mit 3 ml 3 Gew.%iger Tryptic Soy Broth Nahrl6suhg ver- 
setzt. Anschliessend wird die Proben 20 sec. gut geschQttelt und anschliessend 
zentrifugiert. Nach 10 min. Zentrifugation bei 1000 g wird die obenstehende klare 
Phase isollert und mit dem Cellfacts analysiert. Die Analyse erfolgt in derWeise 
dass sofort nach der Zentrifugation (Zeit toh), nach 1 Std. (Zeit t^h), 2 Std. (Zeit tzh). 
Inkubationszeit die Anzahl Teilchen im Cellfacts Gerat gemessen werden. Die Inku- 
bationstemperatur betrug 30°C. Indem man die Anzahl Teilchen gegen den Durch- 
messer dieser Teilchen auftrSgt, kann man nach bestimmten Inkubationszeiten der 
klaren Phase bestimmen, ob lebende Zellen vorhanden sind (Peakerhdhung) und 
urn welche Art von Mikroorganismen es sich handeit (Bakterien, Hefen Oder Pilze). 
Nach einer Inkubationszeit, bei weicher das Wachstum exponentlell verlauft, wird 
durch Extrapolation zurOck auf die Zeit toh die ursprOngliche Verkeimung der Sus- 
pension emiittelt. Im Vergleich dazu wurde eine Keimzahlbestimmung nach dem 
Schweizerischen Lebensmittelbuch durchgefiihrt. ("Bestimmung von aeroben 
mesophilen Keimen", Schweizerisches Lebensmittelbuch. Kapitel 56, Abschnitt 
7.01, Ausgabe 1985, Revision 1988) 

Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch 
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Die Keimzahlbestimmung ergab nach 48 Stunden : 3.0 x 10^ aerobe mesophile 
Keime / ml Suspension. 

Keimzahlbestimmung mit dem Cellfacts Teilchenzahler 



1 . Tryptic Soy Broth Agar 



Prob 


Extraktlonsmittel 


Notwendige Bestim- 


aerobe mesophile 


e 




mungszeit in Std. 


Keime / ml Suspensi* 


c 






on (Peakmax. bei 








Teilchen 0 1 -2.5nm) 


1 


Tryptic Soy Broth Agar 


2 


3.45x10' 



Prob 


Extraktionsmittel 


Bestimmungszeit in 


Pilze / ml Suspension 


e 




Std. 


(Peakmax. bei Teilchen 0 








5 - 9^m) 


1 


Tryptic Soy Broth Agar 


6 


ca. 10" 



Die nach dem erfindungsgemissen Verfahren analysierten Proben ergeben eine 
ausgezeichnete Obereinstimmung mit der Keimzahlbestimmung nach dem Schwei- 
zerischen Lebensmittelbuch, emnittelt nach 48 Stunden Inkubationszeit. 
Die Probe liegt gegenuber der Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen 
Lebensmittelbuch sehr gut innerhalb des Vertrauensbereichs. 

Unter Vetrauensbereich wird hier die Abweichung von +- 0.5 logto einzelner Keim- 
zahlbestimmungen verstanden wie sie von der PHLS Central Public Health Labora- 
tory. 61 Colindale Avenue. London NW9 5HT. UK. Distribution 070. Seite 6 u. 7 u. 
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Appendix 1. Distribution Date 16.Nov. 1998. Report Dat^ 30. Dez. 1998 erarbeitet 
wurde. 

6. Beispiel. ko "aidale Staricesuspension 
Vorqehensweise 

3 ml einer 10 Gew.-%igen wassrigen. tolloldalen Suspension von Maisstarke, wie 
sie in Papierfabriken Im Einsatz ist. wird in ein steriles Fiaschchen pipetiert. Die 
Probe wW mit 3 ml 3 Gew.-%iger Tryptic Soy Broth Nahrifisung veraetrt. 
Anschliessend wird die Probe 20 sea gut geschOttelt und anschliessend 
zentrifugiert. Nach 10 min. Zentrifugatton be! 800 g wire! die obenstehende Ware 
Phase isoliert und mit dem Ceilfacls analysiert Diese Analyse erfolgt in der Weise. 
da& sofort nach der Zentrifugation (Zeit ton) nach 1 Sfd. (Zeit tin), 2 Std. (Zeit t2n). 
Inkubatlonszeit die Anzahl der Teltehen im Cellfacts Gerat gemessen werderi. Die 
Inkubationstem-peratur betnig 30*C. Indem man die Anzahl Teilchen gegen dim 
Durchmesser dieser Teilchen auttrSgt. kann man nach bestimmten Inkubatlonszeiten 
der klaren Phase bestimmen. ob lebende Zellen vorhanden sind (Peakerhbhung) 
und urn welche Art von Mikroorganismen es sich handelt (Baklerien. Hefen oder 
Plize). Nach einer Inkubationszeit, be! welcherdas Wachstum exponentiell veriauft. 
wird durch Extrapolation zurOck auf die Zeit toh die ursprQngliche Verkeimung der 
Suspension emiittelt Im Vergleich dazu wurde eine Keimzahlbestimmung nach dem 
Schweizerischen Lebensmittelbuch durchgefQhrt. ("Bestimmung von aeroben 
mesophilen Keimen". Schwelzerisches Lebensmittelbuch. Kapilel 56. Abschnitt 7.01. 
Ausgabe 1985, Revision 1988) 

Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch 

Die Keimzahlbestimmung ergab nach 48 Stunden: 4.0 x 10« aerobe mesophile 
Keime / ml Suspension 
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Keimzahlbestimmung mit dem Cellfects TeiichenzShier 



1 . Tryptic Soy Broth Agar 



Prob 
e 


Extraktionsmittel 


Notwendige Bestim- 
mungszeit in Std. 


aerobe mesophile 
Keime / ml Suspensi- 
on (Peakmax. bei 
Teilchen 0 1 - 2.5}im) 


1 


Tryptic Soy Broth Agar 


2 


4.22x10° 




Prob 
e 


Extraktionsmittel 


Bestimmungszeit in 
Std. 


Pilze / ml Suspension 
(Peakmax. bei Teilchen 0 
5 - Bum) 


1 


Tryptic Soy Broth Agar 


12 


< 10' 



Die, nach dem erfindungsgemSssen Verfahren analysierte Probe ergibt eine ausge- 
zeichnete Obereinstimmung mit der Keimzahlbestimmung nach dem Schweizeri- 
schen Lebensmittelbuch, ermittelt nach 48 Stunden Inkubationszelt. 
Die Probe liegt gegenOber der Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen 
Lebensmittelbuch sehr gut innerhalb des Vertrauensbereichs. 



Unter Vetrauensbereich wird hier die Abweichung von +- 0.5 Ioqiq einzelner Keim- 
zahlbestimmungen verstanden wie sie von der PHLS Central Public Health Labora- 
tory, 61 Colindale Avenue, London NW9 5HT, UK, Distribution 070, Seite 6 u. 7 u. 
Appendix 1, Distribution Date 16. Nov. 1998, Report Date 30. Dez. 1998 erarbeitet 
wurde. 
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7, BeisDiel 
Vprqehensweise 

3 ml einer 71.5 Gew.-% wasserige Aufschlammung von naturlichem, gemahlenem 
Marmor (90 Gew.-% der Teilchen < 2 pm, 65 Gew.-% der Teilchen < 1 pm). disper- 
giert mit 0.5 Gew.-% eines handelsublichen Natriumpolyacrylats werden in einem 
sterilen Flaschchen mit 3 ml des jeweiligen Extraktionsmittel gut vermischt. Nach 10 
min. Zentrifugation bei 800 g wird die obenstehende klare Phase isoliert und mit 
dem Cellfacts analysiert. Die Analyse erfolgt in der Weise dass sofort nach der Zen- 
trifugation (Zeit toh). nach 2 Std. (Zeit tsh). 4 Std. (Zelt t4h). nach 7 Std. (Zeit ty^), nach 
17 Std. (Zeit ti7h), und nach 24 Std. (Zeit t24h), Inkubationszeit die Anzahl Teilchen 
im Cellfacts Gerat gemessen werden. Die Inkubationstemperatur betrug SO'^C. In- 
dem man die Anzahl Teilchen gegen den Durchmesser dieser Teilchen auftrSgt, 
kann man nach bestimmten Inkubationszeiten der kiaren Phase bestimmen. ob 
lebende Zellen vorhanden sind (Peakerhohung) und um welche Art von Mikroorga- 
nismen es sich handelt (Bakterien, Hefen oder Pilze). Nach einer Inkubationszeit. 
bei welcher das Wachstum exponentiell verlief, wurde durch Extrapolation zuruck 
auf die Zeit toh die ursprungliche Verkeimung der Suspension ermittelt. Im Vergleich 
dazu wurde eine Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittel- 
buch durchgefQhrt. ("Bestimmung von aeroben mesophilen Keimen". Schweizeri- 
sches Lebensmittelbuch. Kapitel 56, Abschnitt 7.01, Ausgabe 1985, Revision 1988) 

Venwendete Extraktionsmittel : 

Stand der Technik 

1 . dest. Wasser 

2. 0.9 Gew,%ige NaCl Losung in dest Wasser, anorganisches Salz 

3. 0.8 Gew.%ige Losung von Poly-oxyethylen-sorbitan-monolaurat (2 mol poly- 
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oxyethylen), organisches Netzmittel 

Beispiel zur Erfindung 
4. 3 Gew.%ige organlsche NShrldsung (Tryptic Soy Broth Agar) 

Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch 

Die Keimzahlbestimmung ergab nach 48 Stunden : 5.0 x 10"* aerobe mesophile 
Keime / ml Suspension 



Keimzahlbestimmung mit dem CellFacts Teilchenzahler 



Probe 


Extraktionsmittel 


Bestimmungszeit in 
Std. 


aerobe mesophile Keime / 
ml Suspension (Peal<max. 
bei Teilchen 0 1 - 2.5^m) 


1 


dest. Wasser 


17 


2.0 X 10^ 


2 


NaCI - Losung 


18 


1.6x10"' 


3 


Poly-oxyethylen- 
sorbitan-monolaurat 


24 


> 10' 










4 


organische NShrld- 
sung 


7 


5.6 X 10" 



Aus den Proben 1 - 3 geht War hervor. dass elnerseits die notwendige Inkubations- 
zeit sehr lang ist bis ein Resultat errechnet werden kann und das Resultat zudem 
falsch ist. ( Vergleich : Keimzahlbestimmung nach dem Schweizerische Lebensmit- 
telbuch) 



Bei den Proben 1 - 3 liegt die Abweichung gegenOber der Keimzahlbestimmung 
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nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch weit ausserhalb des Vertrauensbe- 
reichs. 

Die Proben 1 und 2 enthalten keine organische, als Nahrstoff wirkende Substianz. 
Die Probe 3 enthait eine organische Substanz die nicht als Nahrstoff sondem als 
Hemmstoff dient. Bereits in Beispiel 4-1 war bei Einsatz von Tween 20 gegenUber 
Beispiel 4-2 eine gewisse Hemmung durch Tween 20 zu erkennen. Die erfindungs- 
gemass eingesetzte organische, als Nahrlosung dienende Substanz konnte jedoch 
ein Fehlresultat in Beispiel 4-2 verhindern. In Beispiel 7-3 jedoch liegt gegenuber 
dem Beispiel 7-4 ein fatales Fehlresultat vor! 

Die nach dem erfindungsgemSssen Verfahren analysierte Probe 4 ergibt eine aus- 
gezelchnete Obereinstimmung mitder Keimzahlbestimmung nach dem Schweizeri- 
schen Lebensmittelbuch. 

Bei der Probe 4 liegt die Abweichung gegenQber der Keimzahlbestimmung nach 
dem Schweizerischen Lebensmittelbuch sehr gut innerhalb des Vertrauensbereichs. 

Unter Vertrauensbereich wird hier die Abweichung von +- 0.5 logio einzelner Kelm- 
zahlbestlmmungen verstanden wie sie von der PHLS Central Public Health Labora- 
tory, 61 Colindale Avenue. London NW9 5HT. UK. Distribution 070. Seite 6 u. 7 u. 
Appendix 1. Distribution Date 16. Nov. 1998, Report Date 30. Dez. 1998 erarbeitet 
wurde. 
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Zusammensetzung bevorzugter Nahnnedien 



Tryptic Sov Broth 

Bacto-Trypton 17,0 g/l 

Bacto-Soyton 3,0 g/l 

Bacto-Dextrose 2,5 g/l 

Natriumchlorid 5.0 g/l 

Dicaliumphosphat 2,5 g/l 

TAT-Proth Base 

Bacto-Trypton 20.0 g/l 

Azoiectin 5.0 g/l 

Nutrient Broth 

Bacto-Beef-Extrakt 3.0 g/l 

Bacto-Peptin 6,0 g/l 

Peptln aus C asein trvptischer Verdau 

Peptin aus Casein 1 ,0 g/l 

Natriumchlorid 1,8 g/l 

Plate Count Agar 

Bacto-Trypton 5.0 g/l 

Hefeextrakt 2.5 g/l 

Bacto-Dextrose 1 ,0 g/l 

Agar Nr. 1 9,0 g/l 

EthyjgngiycQl 

Ethylenglycol 1.0 g/l 

Azoiectin 5,0 g/l 

Natriumchlorid 1,8 g/l 

glycerin 

Glycerin 1.0 g/l 

Azoiectin 5,0 g/l 

Natriumchlorid 1.8 g/l 
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PATENTANSPRUCHE 

1 . Verfahren zur quantitativen und/oder qualitativen Bestimmung der mikrobiel- 
len Kontamination von Mineralien und/oder Pigmente und/oder Fullstoffe 
und/oder Fasernriaterialien enthaltenden Suspensionen, Emulsionen oder 
Dispersionen 

dadurch gekennzeichnet. dad 

eine Probe der Suspensionen, Emulsionen oder Dispersionen nach Zugabe 
einer oder mehrerer durch Mikroorganismen abbaubarer organischer Sub- 
stanzen. vermischen und wahlweise anschliessender Inkubation zentrifugiert 
wird, um die Mikroorganismen von den Mineralien und/oder Fullstoffen 
und/oder Pigmenten und/oder Fasermaterlalien abzutrennen und die Anzahl 
und/oder Grosse und/oder Art der Mikroorganismen in der uberstehenden 
wassrigen Phase nach ein oder mehreren Inkubationen bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 . 

dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der mikrobiellen Kontamination um 
Bakterien und/oder Pilze und/oder Hefen handelt, 

3.. Verfahren nach einem der Anspruche 1-2. 
dadurch gekennzeichnet. dali 

die durch Mikroorganismen abbaubare organische Substanz in Fomn eines 
Nahnnediums fur Mikroorganismen zugesetzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet. daB 

das Nahrmedium eine Kohlenstoff-. Stickstoff-. Phosphat- und/oder Schwe- 
felquelle sowie wahlweise Mineralstoffe. Wuchsstoffe und/oder Vitamine ent- 
halt. 
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5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprtlche, 
dadurch gekennzeichnet, da& 

die Zentrifugation so durchgefOhrt wird, dafi die Mineralien und/oder FQIIstof- 
fen und/oder Pigmenten und/oder Fasermaterialien mehrheitlich von den Mi- 
kroorganismen abgetrennt werden und daB sich die Mikroorganismen in der 
oberen Phase befinden. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprtiche. 
dadurch gekennzeichnet, da& 

die Zentrifugation bei 100-1.500 g. bevorzugt 200-1.200 g. besonders bevor- 
zugt 600-1.000 g erfolgt. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprOche. 
dadurch gekennzeichnet dafi 

die Inkubationstemperatur 20-37°C, bevorzugt 28-34X und am vorteilhafte- 
sten31.5-32,5"C betragt. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, da& 

solche NShrmedien eingesetzt werden. die selektiv das Wachstum der zu 
bestimmenden Keime enn6glichen. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche. 
dadurch gekennzeichnet, da& 

ais Nahrmedlum Tryptone Azolectin/Tween 20 (TAT) Broth Agar und/oder 
GlukoselOsung und/oder Pepton/Casein und/oder Nutrient Broth, bevorzugt 
Tryptic Soy Broth Agar, venwendet wird. 
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10. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Konzentration des Nahrmediums fur Mikroorganismen vorzugsweise 0,1- 
10 Gew.-%. vorteilhafter 2-5 Gew.-%, am vorteilhaftesten 3 Gew.-% betragt. 

1 1 . Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche. 
dadurch gekennzeichnet, dali 

die Suspension. Emulsion oder Dispersion weiterhin zusatzlich Polymere in 
kolioidaler Form enthalt. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die qualitative und/oder quantitative Bestimmung von Bakterien und/oder 
Pilzen und/oder Hefen in einer Analyse nebeneinander erfolgt. 

1 3. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet. daB 

der Zentrifugationsschritt fQr einen Zeitraum von 1 - 30 Min.. bevorzugt 2-15 
Min., besonders bevorzugt 10 Min. erfolgt. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die durch die Zentrifugation erhaltene, Mikroorganismen aufweisende Phase 
durch ein TeilchengroBenanalyseverfahren auf die Menge der Mikroorganis- 
men analysiert wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet. daB 

die GroBe und Anzahl der Mikroorganismen analysiert werden. indem die 
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Mikroorganismenprobe mit Hilfe eines Vakuums durch eine Me&pore mit 
definierter Lange und Durchmesser gesaugt wird. wobei zwischen Ein- und 
Ausgang der Pore eine Spannung aniiegt und bei Durchtritt von Mikroorga- 
nismen durch die Probe ein Stromimpuls gemessen wird, der direkt propor- 
tional zum Volumen des Mikroorganismus ist und die Zahl der Stromimpulse 
proportional zur Anzahl der Mikroorganismen ist. 

16. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. dal^ 

die durch die Zentrifugation erhaltene, Mikroorganismen aufweisende Phase 
durch Bestimmung des durch die Mikroorganismen produzierten ATP's auf 
die Menge der Mikroorganismen analysiert wird. 

17. Verfahren nach einem Oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die mikrobielle Kontamination von Dispersionen. Emulsionen und Suspensio- 
nen in der metallverarbeitenden Industrie, in der Pigment- und Papierindustrie 
sowie von KreislaufwSssern der Papierindustrie untersucht wird. 
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